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Резюме
Цель. Определить наличие аК Л, антител к (З2 -ГП I, ф ракции ком племента СЗ и С4 в составе 
иммунных ком плексов, в том числе содержащих аКЛ в элюатах кожи и м ы ш ц больных СКВ и 
АФС.
Материал и методы. У 7 больных, 6 из которых - с тромботическим и ослож нениям и (6 жен. и
1 муж.), 2 с ПА Ф С, 3-х с С К В +  АФ С и у 2-х с СКВ, была проведена биопсия кож но-м ы ш еч- 
ного лоскута. Размеры биоптатов равнялись 1,5 х 0,5 см и 0,5x0,5 см соответственно. И з-за ма
лых размеров биоптатов применение традиционны х методов дробления тканей , таких как ост
рая гомогенизация в гомогенаторах с растиркой и последующим процессом зам ораж ивания-раз
м ораж ивания, сопровождаю щ егося большой потерей белка, делало невозм ож ны м  серологичес
кий анализ тканей. И спользование метода кислых элю атов T .E .W .Feltkam p и J.H .B oode в соб
ственной м одиф икации позволило обеспечить минимальны е потери тканевого белка и дало воз
можность серологического исследования тканей.
Результаты. У всех больных в сыворотке крови выявлялись аФЛ: у 3-х IgG -аКЛ и у 5 - сочета
ние IgG и JgM - aKJl.B 5 из 7 элю атов вы являлись IgG -аК Л , превы ш авш ие значения 0,109 
ед.О П., в некоторых обнаруж ивались комплекс комлемента СЗ и С4 и различны е белковые про
дукты, среди которых преобладали иммуноглобулины. Антитела к Р2"^П  I отсутствовали.
Заключение. Впервые показано наличие в тканях больных А Ф С аК Л, что представляет особый 
интерес при изучении м орф огенеза местных тканевых наруш ений с участием иммунных ком 
плексов, содержащ их аКЛ.

К л ю ч е в ы й с л о в а :  антифосфолипидный синдром, антифосфолипидные антитела, системная 
красная волчанка, элюаты биоптатов кожи и мышцы

Наличие антител к ф осф олипидам  (аФ Л) в крови ассо
циируется с определенным клиническим  сим птом оком п- 
лексом - антиф осф олипидны м  синдромом (АФ С) [1,2,3,4], 
основными проявлениями которого являю тся рецидивиру
ющие артериальные и \или  венозны е тромбозы , акуш ерская 
патология, тромбоцитопения [5,6,7]. С пектр клинических 
проявлений, связанны х с окклю зией сосудов различной ло 
кализации и калибра, довольно ш ирок и во многом зависит 
от свойств органов или тканей, вовлеченных в процесс ок 
клюзии. Другими признакам и А Ф С являю тся сетчатое л и 
ведо, гемолитическая анем ия, патология клапанов сердца, 
язвы на нижних конечностях, неврологические наруш ения, 
артериальная гипертония.

Предполагается, что важную роль в процессе взаим о
действия аФЛ и эндотелиальны х клеток (Э К ) играет плаз
менный белок (32-гликопротеин I ((32-ГП I) [7,8]. В настоя
щее время получены данны е о том, что антитела, присутст
вующие в сыворотке больных А Ф С , на самом деле распоз
нают антигенные детерминанты  не кардиолипина, а кон- 
формационны х эпитопов, ф ормирую щ ихся в процессе вза
имодействия (32-ГП I или реже других плазменны х белков 
крови с кардиолипином. Этот эпитоп может экспрессиро
ваться в молекуле кардиолипина или, что более вероятно, в 
молекуле (32-ГП I [7,9]. Часто в тканях больных АФ С при 
гистологическом исследовании имею т место изменения, 
напоминаю щ ие васкулит [10], однако остается не ясны м, 
каким образом аФЛ вызываю т наруш ения в системе свер
тывания крови и повреждения тканей различных органов. 
В этой связи уместно привести гипотезу о механизме раз
вития поражения клапанов сердца при А Ф С, согласно ко
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торой аФЛ активирую т Э К  и тромбоциты  [ 11,12], при этом 
не исклю чается возм ож ность им м унокомплексного по
вреждения эндотелия сосудов и эндокарда [13,14]. На ос
новании гистохимических исследований сердечных клапа
нов, полученных на аутопсии и при операциях протезиро
вания клапанов у больных А Ф С , L. Ziporen и соавт. [14] 
предположили патогенетическое значение аФЛ в поврежде
нии клапанного аппарата сердца, выявив лентообразные 
(ribbon-like) субэндотелиальны е депозиты иммуноглобули
нов, содержавш их ком поненты  комплемента и антиидиоти- 
пические антитела к кардиолипину (аКЛ). Важно, что по
добны е им м уном орф ологические наруш ения в клапанах 
были обнаружены только при АФ С и не выявлялись в нор
мальных клапанах и при других заболеваниях, ассоциирую 
щихся с поражением клапанного аппарата сердца.

Целью настоящего исследования было определить нали
чие различных классов аКЛ, антител к (32-ГП 1, фракции 
комплемента СЗ и С4 в составе иммунных комплексов в элю 
атах биоптатов кожи и мышцы у больных СКВ с / без АФС и 
ПАФС, используя разработанный метод элюации, позволя
ющий оценить состав антител, находящихся в тканях.

Материал и методы
У 7 больных (6 жен. и 1 муж.): 2-х с первичным АФС 

(П А Ф С ), 4-х- с С КВ +  А Ф С и 1-го - с СКВ - была про
ведена биопсия кож но-м ы ш ечного лоскута.

Всем больным в сыворотке крови определяли аКЛ и вол- 
чаночный антикоагулянт (ВА). Определение аКЛ проводи
лось иммуноферментным методом (И Ф М ) согласно методи
ке, описанной ранее в ГУ Институт ревматологии РАМН [9]. 
За верхнюю границу нормы была принята концентрация 
аКЛ, превыш авш ая среднее значение данного показателя у 
доноров на 5 стандартных отклонений (SD) (M +5SD ), что
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составило 23 G PL для IgG -аКЛ и 26 M PL для IgM -аКЛ. 
Клинико-иммунологическая характеристика больных на мо
мент проведения биопсии приведена в табл. 1.

Всего было получено 7 фрагментов кожи и мышечной 
ткани размером 1,5x0,5 см и 0,5x0,5 см соответственно. Из- 
за малого размера биоптатов применение традиционны х 
методов дробления тканей, таких как острая гомогенизация 
в гомогенаторах с растиркой их и с последую щим процес
сом зам ораж ивания-разм ораж ивания, сопровождаю щ ихся 
большой потерей белка, делает невозмож ны м серологичес
кий анализ тканей. И спользование метода кислых элюатов 
T.E.W . Feltkamp и J.H . Boode [15] в собственной м одиф и
кации позволило вы полнить два важных условия: обеспе
чить минимальные потери тканевого белка и возможность 
серологического исследования тканей. М етодика исследо
вания элюата представлена на рисунке .

Рисунок
СХЕМА ПОЛУЧЕНИЯ ЭЛЮАТОВ 

ИЗ БИОПТАТОВ КОЖИ И М Ы Ш ЦЫ

I
нейтрализация

Белок в элюате-1 после пром ы вки в PBS составил от 0,1 
до 0,5 мг/мл, а в элю ате-2 (рН = 2,5) - от 0,01 до 0,05 мг/мл, 
что позволило провести их иммунологическое и серологи
ческое исследование методами ELISA и W estern - blotting. 
Определяли белок методом Lowry О.Н. с соав. [16], уровни 
IgG -аК Л, а также антитела к (32 ГП1 ИФ М . Тест-системы 
фирмы Cogent (В еликобритания) в W estern - blotting ис
пользовали для вы явления иммуноглобулинов, определе
ния уровня комплемента и антител к (32 ГП1. Ц И К  опреде
ляли комбинированны м методом, описанны м  ранее [17]. 
Уровень аКЛ дан в ед. ОП450 п т  или в виде отнош ения 
активности к количеству белка в данном  элю ате в мг , как 
это принято в энзим ологии, что лучш е показы вает соотно
ш ение уровня аКЛ к другим белкам в элюатах тканей 
(табл. 2).

Уровни IgG -аКЛ и IgG-aHTH-[322-rni в тканях опреде
ляли ИФ М . Уровень IgG -анти-(322-ГП1 в крови более
0,184 ед. ОП (М + 5SD) считался позитивны м, от 0,147 до
0,184 - сомнительными и - до 0,147 ед.О П. - отрицателыми 
Положительными для IgG -аКЛ  значениям и были выше
0,109 ед.ОП (средний уровень у здоровых лиц, определен
ный ранее, плюс 4 стандартных отклонения), значения от
0,092 ед. ОП до 0,109 ед.ОП считались сомнительными.

Результаты и обсуждение
Как видно из табл. 2, в 5 из 7 эл ю ато в -1 ИФ М  вы явля

лись IgG -аК Л, превыш авш ие значения 0,109 ед ОП. Ни в 
одном случае в элю атах-2 не были выявлены аКЛ, превы
шающ ие значения 0,109 ед ОП. О днако, ед. ОП измерений 
аКЛ при ИФМ  в элю атах-2 имели такие величины, что мы 
предположили необходимость повы ш ения концентрации 
белка тканей в 5 - 10 раз (т.е. до его уровня в элю ате-1). В 
связи с отсутствием возмож ности увеличения исследуемого 
материала в элюатах-2 для вы явления антител ОП была со

отнесена к весу белка в мг (отнош ение активости к коли
честву белка -в столбце табл. 2 -белок по методу Lowry), 
что позволило уравнять концентрацию  аКЛ с белковой 
концентрацией в обоих элюатах. Такой подход к оценке ко
личества белка в тканях позволил соотнести содержание 
аКЛ в обоих элюатах, причем в 4-х случаях в элюатах-2 оно 
оказалось значительны м. При этом были получены резуль
таты, свидетельствовавш ие о повы ш ении концентрации 
белка в элютах-2 в 5-10 раз (т.е. до его уровня в элюатах- 
1). Подобная методика, описанная нами, позволяет придти 
к заклю чению  о наличии в элюатах IgG -анти-[32-ГП1 ко
жи и мышцы больных с АФ С IgG -аК Л. При этом не были 
обнаружены. К оличественны й анализ состава белка мето
дом W estern-blotting в элюатах 1 выявил лиш ь следы имму
ноглобулинов G и М, а также СЗ и С4 компоненты ком 
племента.

У всех исследованных нами больных в сыворотке крови 
вы являлись аФЛ (табл. 1): у 3-х - IgG -аКЛ и у 5 - сочета
ние IgG- и IgM -аК Л. Тром ботические ослож нения имели 6 
из 7 пациентов при этом 3 ( больные N 4,6,7) из них нахо
дились в пероид острого тромбоза (период времени после 
эпизода тромбоза не превыш ал 1 мес.). В элюатах тканей 
обнаруж ивались IgG -аКЛ им енно у этих трех больных, а 
также у одной больной (N 5) без клиники тромбоза, но в 
период обострения СК В , еще до назначения ей глю кокор- 
тикоидов. П оследняя, кроме клинических проявлений, со
ответствующих обострению  СК В , имела выраженные им 
мунологические наруш ения, и по-видимому, выявление 
аКЛ в тканях в данном  случае ассоциировалось с активно
стью СКВ.

Гистологический анализ биоптатов кожи и мышцы по
казал наличие деструктивного васкулита в 4-х из 7-и об
разцов (1- с СК В , 3 С К В +А Ф С ). Продуктивный васкулит 
имел место только у одной больной СКВ (№ 5). В двух слу
чаях (1- с ПАФС и 1 -С К В + А Ф С ) отмечались признаки ва- 
скулопатии при отсутствии воспалительной инфильтрации 
в биоптатах тканей. И ммуногистохимическим методом в 
биптатах тканей как в стенке сосудов, так и дерм о-эпидер- 
мальном стыке были обнаружены IgG, IgM, IgA и СЗ- 
фракция комплемента.

Отложения иммунных комплексов в дермо-эпидермаль- 
ном стыке кожи, известное как Lupus band test (LBT), явля
ется диагностическим тестом для СКВ. LBT отмечался в на
шем исследовании и при ПАФС (больные 2,3), что под
тверждает аутоиммунную природу этого синдрома. Этот ф е
номен, вероятно, носит более универсальный характер, чем 
считали до сих пор. Отрицательный LBT у двух больных 
СКВ можно объяснить влиянием гормональной терапии, а 
также минимальной активностью  СКВ. Выявление аКЛ в 
элюатах в различной комбинации с иммуноглобулинами и 
иммунными комплексами в сосудах биоптатов и позитивный 
LBT при первичном и вторичном варианте АФС, а также ги
стологические признаки как васкулита, так и васкулопатии, 
свидетельствуют об иммунокомплексном характере сосудис
тых изменений при АФ С и о возможной роли аКЛ в пато
логическом процессе. Следует отметить, что изучение био
птатов кожи и мышцы больных СКВ с/без АФС и ПАФС на 
наличие в них депозитов различных классов иммуноглобу
линов, компонентов комплемента, аКЛ и IgG-aHTH-p2-rni 
было предпринято в определенной степени по аналогии с 
СКВ, при которой много лет обсуждается значимость суб- 
эпидермальных отложений иммуноглобулинов. Еще более 
важной представляется расш ифровка антительного состава 
иммунных комплексов. Так например, доказано, что депози
ты иммунных комплексов не только в дермо-эпидермальном 
стыке [18], но и в других тканевых структурах, включая по
чечные клубочки и капилляры, чаще всего содержат имму
ноглобулины и компоненты комплемента [19,20]. Сочетание 
иммуноглобулинов нескольких классов в дермо-эпидермаль
ном стыке кожи встречается чаще у больных активной СКВ 
и в случаях выраженности органных поражений. В экстрак
тах почечной ткани больных СКВ обнаруживаются также 
антитела к одно- и двуспиральной Д Н К  и к нуклеопротеину 
G [20].Известно и то, что тканевое повреждение при волча- 
ночном нефрите является следствием иммунокомплексного 
воспаления.

Заклю чая, можно предположить, что в генезе тканевого 
повреждения при как СКВ с /без АФ С, так и ПАФС уча-
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Таблица 1

t o
ON

Ф , возраст, (годы) 
пол

Диагноз Клинические признаки 
СКВ

АФЛ-ассоциированные
признаки

Иммунологические
нарушения

Иммуногистохимия
биоптатов

1 M, 22,Ж СКВ+АФС Полисерозит, 
лихорадка, «бабочка»

СЛ, с-м Рейно, тромбоз 
артерии стопы

АНФ 1/32, а-ДНК- 
53, IgG-aKJI-78, 

ВА+

Депозиты IgG, IgM в 
стенке сосудов, LBT+

2 Г, 23, М ПАФС Рецидив.тромбозы 
нижней полой вены, 

ТЭЛА, трикуспид.
порок, легочная 

гипертензия, дигит. 
некрозы

РФ 1/40, IgG аКЛ- 
43, BA+

Депозиты IgG, Сз в 
стенке сосудов, LBT+

3 Л, 2 8 ,Ж ПАФС ТФ, язвы ног, СЛ,
пнмк

IgG-aKJI-86, IgM- 
аКЛ -  46, ВА+

Депозиты IgG, IgM, Сз в 
стенке сосудов, LBT+

4 Ф, 46,Ж СКВ+АФС Артриты, полисерозит, 
капилляриты, мочевой 

синдром

ТФ, СЛ, с-м Рейно РФ 1/40, АНФ 
1/64H, ЛПРВ, ВА+, 

IgG-aKH-56

Депозиты IgG в стенке 
сосудов

5 Р, 20, Ж СКВ Лихорадка, эритема, 
капилляриты, артриты, 

полисерозит, . 
лейкопения, анемия, 

ТЦП

АНФ 1/512, а-ДНК 
>100, IgG-аКЛ -  120

Депозиты IgG, IgM, Сз в 
стенке сосудов, LBT+

6 Р, 49,Ж СКВ+АФС Артриты, полисерозит, 
капилляриты, анемия, 

лейкопения

ТФ, СЛ, с-м Рейно АНФ 1/128, IgG- 
аКЛ -  200, IgM-аКЛ 

-  98, ВА+, ЛПРВ

Депозиты IgG, Сз в 
стенке сосудов

7 В, 45,Ж СКВ+АФС Артриты, нефрит, 
полисерозит, анемия, 

ТЦП

Рецидив.НМ К, ПНМК, 
СЛ, ТФ, язвы ног, митр, 
порок, энцефалопатия с 

когнитивными 
нарушениями

АНФ 1/512, а-ДНК- 
70, IgG-aKJI 198, 

ВА+

Депозиты Сз. IgM в 
стенке сосудов, LBT+

Примечание: в клинические признаки внесены проявления, имевшиеся на момент проведения биопсии; В иммунологических нарушениях - те показатели, которые были повышенными. 
Аббревеатура: CJ1- сетчатое ливедо, ТФ- тромбофлебит глубоких вен ног, НМК - нарушение мозгового кровообращения, ПНМК - преходящее нарушение мозгового кровообращения, ЛПРВ - 
ложноположительная реакция Вассермана

, ТЦП - тромбоцитопения, LBT - линейные депозиты иммунных комплексов в дермо-эпидермальном стыке биоптата кожи.
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Таблица 2
ИММ УНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЭЛЮАТОВ ИЗ БИОПТАТОВ КОЖИ И М Ы Ш ЦЫ

Диагноз Ткань Белок в мг по методу 
О.Н. Lowry ОПб50шп

Антитела в элюате в ед.ОП W estern-blotting в элюате 1

Элю ат-1* Элюат-2 IgG - аКЛ АНЦА а-'р2-ГП1 Иммуногло а-р2-ГП1 Комплемент
Э лю ат-Г Элюат-2* булины Сз и С4

1 СКВ+АФС Кожа + 
мышца

0,55 0,055 0,125 0,043 (-) (-) +G (-) Следы

2 ПАФС Кожа + 
мышца

0,44 0,01 0,048 0,019 (-) (-) (-) (-) (-)

3 ПАФС Кожа 0,35 0,01 0,083 0,019 (-) (-) (-) (-) ( - )
4 СКВ+АФС Кожа + 

мышца
0,75 0,095 0,163 0,024 ( - )

4

( - ) +G (-) Следы

5 СКВ Кожа + 
мышца

0,33 0,017 0,17 0,035 (-) (-) (-) (-) (-)

6 СКВ+АФС Кожа 0,505 0,075 0,418 0,034 (-) (-) +G (-) Следы
7 СКВ+АФС Кожа + 

мышца
0,515 0,07 0,486 0,026 ( - ) ( - ) +G ( - ) Следы

* - средняя величина из 3-х измерений, ОП -  оптическая плотность
* - средняя величина из 3-х измерений, ОП - оптическая плотность
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ствуют не только ранее известные антитела, но и аФЛ. В то 
же время при ПАФС вы явление им м унны х’ комплексов и 
фракции комплемента подтверждает иммунные механизмы 
повреждения тканей. О бнаруж ение аКЛ в элюатах из био
птатов тканей при АФ С является важным этапом изучения 
местных механизмов повреждения, индуцированного им

мунными ком плексами, содерж ащ ими аКЛ. Представляет
ся, что дальнейш ие исследования биопсийного материала 
различных органов послужат основанием для выработки 
усоверш енствованных диагностических и терапевтических 
методик при АФС.
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Abstract
Z .S . Alekberova, Y. Zabek, T .M . Reshetnyak, B. Voycehovska, S.G . Radenska-Lopovok, V.A. Nassonova 
Anticardiolipine antibodies in skin and muscle eluates of pts with primary and secondary antiphospholipid 
syndrome.

Objective. To detect anticardiolipin antibodies (АСА), anti-(32-GPl antibodies, C3 and C4 com plem ent 
com ponents in im m une complexes including those containing АСА in skin and muscle eluates o f pts 
with systemic lupus erythem atosus (SLE) and antiphospholipid syndrom e (APS).
Material and methods . In 7 pts (6 female and 1 male, 2 with primary APS, 3 with SLE+A PS and 2 
with SLE) skin and muscle biopsies were taken. 6 from 7 pts had throm botic com plications. Eluates were 
obtained from frozen skin and skeletal muscle biopsies (size was 1,5x0,5 and 0,5x0,5 respectively). 
Because o f small size o f biopsies it was not possible to use traditional m ethods o f tissue pounding such 
as sharp hom ogenization o f tissues in homogenizers with pulverizing and subsequent process o f freez
ing-unfreezing which lead to large protein loss and make impossible serological tissue analysis. 
Application o f acid eluates m ethod by T.E.W . Feltkamp and J.H . Boode of own m odification allowed 
to minim ize tissue protein loss and perform serological tissue analysis.
Results. Serum o f all 7 pts contained antiphospholipid antibodies - IgG -АСА in 3, com bination of IgG- 
and IgM -АСА in 5. In 5 from 7 eluates IgG АСА exceeded 0,109 OO units were revealed. They con
tained СЗ, C4 and different protein products mostly immunoglobulines. Anti-(32GP1 antiboddies were 
absent.
Conclusion. For the first tim e presence of АСА in tissues of APS pts was showed which may be o f par
ticular interest in studying morphogenesis o f local tissue disturbances with participation of im m une com 
plexes containing АСА.

K e y  w o r d s :  antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, systemic lupus erythematosus, skin 
and muscles biopsies eluates




